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RESUMO

Poucos trabal hos sobre a sensibilidade de organismos aquéticos a contaminantes ambientais sdo realizados utilizando-
se espécies comuns aos ecossistemas brasileiros. Oreochromis niloticus € uma espécie amplamente distribuida em reserva-
térios, assim como Pistia stratiotes, tratando-se das espécies de peixe e macrofita, respectivamente, mais abundantes na
represa do Lobo. O objetivo deste trabalho foi determinar as faixas de sensibilidade a Cu e Cr para essas duas espécies.
As solucdes-teste foram preparadas com agua de cultivo para os peixes e com agua da represa para as macrofitas, a partir
de solugdes-estoque de K,Cr,O, e CuSO,.5H,0. A CL, foi calculada atraves do método Trimmed Spearman-Karber apos
96 h de exposicao para os peixes e a CE,,, apos 168 h para as macrofitas. Foram avaliadas as seguintes caracteristicas
nos individuos de P. stratiotes: altura, diametro, nimero de folhas e nimero de raizes. Os valores de CL  para Cr obtidos
com os individuos de O. niloticus variaram entre 107,2 e 164 mg/L, e os valores para Cu variaram de 0,32 a 0,65 mg/
L. Osvalores de CE,, de Cr determinados nos testes com P. stratiotes variaram entre 22,4 e 33,7 mg/L, avaliando-se tanto
o nimero de folhas como o nimero de raizes. Nos testes com cobre esses valores variaram entre 0,2 e 0,3 mg/L, conside-
rando-se 0 nimero de raizes. Ambas as espécies testadas apresentaram maior sensibilidade ao Cu que ao Cr, e os valores
de CL, obtidos para os peixes e de CE,, obtidos para as macrdfitas foram superiores aos determinados em outros trabal hos
para espécies de diferentes niveis tréficos, sugerindo que essas espécies nao sdo indicadas para uso como organi smos-
teste, a0 menos considerando-se os pardmetros de efeito avaliados.
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ABSTRACT

Oreochromis niloticus and Pistia Stratiotes sensibility to copper and chromium

A few works about aquatic organisms sensibility to environmental contaminants are conducted using species common to
Brazilian ecosystems. Oreochromis niloticus is a widespread species in reservoirs, as Pistia stratiotes, being the fish and
macrophyte species, respectively, most abundant in Lobo reservoir. The aim of this work was to determine the sensibility
range to Cr and Cu to this species. The LC, was calculated by the Trimmed Spearman-Karber method, after 96 h of exposition
to fish, and the EC, after 168 h to macrophytes. The follow characteristics were measured in P. stratiotes individuals: height,
diameter, number of |eaves and number of roots. The LC,, values range to Cr obtained with the individuals of O. niloticus
was 107.2-164 mg/L, and the values to Cu ranged between 0.32 and 0.65 mg/L. The EC_; values to Cr determined in the
P. stratiotes tests ranged from 22.4 to 33.7 mg/L, as to the leaves number estimation as to the roots number estimation. In
the tests with Cu, these values ranged between 0.2-0.3 mg/L, considering the roots number. Both the species tested were more
sensible to Cu than to Cr, and the LC,, values obtained to the fish and the EC, values obtained to the macrophytes were
higher than the values determined by other works to different trophic level organisms, suggesting that the species studied
in thiswork are not indicate to use as test organism, at least considering the effect parameters evaluated.
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INTRODUCAO

Os testes de toxicidade apresentam-se como mecanis-
mos para a compreensdo dos efeitos de impactos sobre os com-
partimentos biticos, utilizando-se organismos vivos que atuam
como biossensores, e podem prever antecipadamente impactos
de determinado poluente sobre a biota. Esses testes podem
avaliar atoxicidade relativa de diversos agentes quimicos para
uma ou diversas espécies e a sensibilidade dessas espécies ao
agente toxico. Sao importantes ainda na determinacdo de
concentracOes seguras de agentes quimicos para a preservacao
da vida aquética e para a qualidade das aguas e sedimentos.
O objetivo geral de um teste de toxicidade € a caracteriza-
¢ao da resposta ecol 6gica a determinada substancia ou ele-
mento quimico.

Em muitos casos, testes de toxicidade séo conduzidos
com organismos que podem ser facilmente obtidos, cultivados
e testados, sendo a relevancia ecol 6gica dessas espécies uma
consideragdo secundaria (Chapman, 2002). Os organismos mais
utilizados na avaliacdo da toxicidade de substancias séo as
algas e 0 zooplancton, porém uma grande variedade de ou-
tros organi smos aquati cos sdo comumente usados em testes
de toxicidade, incluindo invertebrados (espécies de Daphnia,
Gammarus, Brachionus, Ceriodaphnia), peixes (Poecilia sp.,
Leponis macrochirus, Danio rerio, Pimephales promelas,
Cyprinus carpio, Oncorhyncus mykiss) e algas (Selenastrum,
Chlorella, Microcystis, Navicula).

A utilizagdo de peixes em testes de toxicidade é bem
documentada e normatizada por diversas agéncias reguladoras
(USEPA, 2002; ABNT, 1993; entre outras). Peixes sdo con-
siderados bons indicadores de toxicidade devido a suaimpor-
tancia ecoldgica e comercial. No Brasil, estudos sobre a
toxicidade do Cu foram realizados com Prochilodus scrofa
(Mazon et al., 2000; Carvaho, 2003) e Danio rerio (Oliveira-
Filho et al., 2004).

Apesar de ndo se tratar de uma espécie nativa,
Oreochromis nilaticus é amplamente distribuida nos reserva
torios brasileiros e cultivada em psicultura, sendo muito utilizada
na alimentac&o humana. A maioria dos trabal hos realizados
com O. niloticus esta relacionada ao estresse oxidativo induzido
pela exposi¢ao a substancias toxicas ou efluentes (Ribeiro et
al., 2000; Tagliari et al., 2004), pela bioacumulagdo de metais
(Clearwater et al., 2002; Cogun & Kargm, 2004) e por téc-
nicas de cultivo e alimentacdo (Pan et al., 2003; Cogun &
Kargm, op. cit.). Apesar de Cu e Cr serem utilizados em ractes
como suplemento alimentar para O. niloticus (Pan, op. cit.;
Clearwater, op. cit.), diversos trabalhos tém demonstrado os
efeitos toxicos desses metais em peixes.

Pitia stratiotes € uma planta aguéti ca flutuante, sem caule,
que pode atingir até 25 cm de diametro, nativa da Ameérica
Tropical e amplamente distribuida por todo o Brasil. Os tra-
balhos redlizados com P. stratiotes referem-se a sua distribuicao,
composicdo quimica (Klump et al., 2002) e utilizagdo em
“wetlands’ construidas para tratamento de efluentes (Cervantes
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et al., 2001). A utilizacdo dessas plantas como biorremediadores
no tratamento de &guas residuarias e como indicadores de
contaminacao ambiental € mais comum que seu uso em tes-
tes de toxicidade. Nos testes de toxicidade com P. stratiotes,
€ mais comum a verificagcdo da ocorréncia de biocacumul acéo
como parametro de efeito (Maine et al., 2004; Klump, op. cit.).

Sobre atoxicidade de metais para P. stratiotes ha poucos
dados disponiveis. Pistia apresenta caracteristicas morfol 6gicas
mais adequadas que Lemna, espécie normatizada para utilizacgo
em testes de toxicidade (USEPA, 1996), nos estudos em fi-
siologia e bioquimica (Tarlyn et al., 1998), além de se reproduzir
por brotos, possibilitando a utilizagdo de plantas geneticamente
idénticas. Testes de toxicidade com macrofitas normal men-
te séo realizados com Lemna sp.

MATERIAL E METODOS

Oreochromis niloticus

Individuos juvenis com comprimento médio de 4,1 cm
e peso médio de 0,6 g foram coletados de tanques de culti-
vo mantidos pelo CRHEA-USP. Ap6s a coleta, os peixesforam
mantidos em laborat6rio em meio ASTM, com dureza entre
40 e 48 mg Ca-Mg/L e pH entre 7,2 e 7,6, até redlizacdo dos
testes. Os peixes ndo foram alimentados nas 24 h anteriores
arealizacdo dos testes.

Os testes foram realizados baseando-se na metodol ogia
descrita pela norma NBR 12714:1993 (ABNT, 1993), em
duplicata, utilizando 2 litros de solug&o por réplica, mantendo-
se uma propor¢ao de 1 g de peixe por litro de solugdo. A CL
96 h foi calculada através do método Trimmed Spearman-
Karber (Hamilton et al., 1977).

Com base nos testes de sensibilidade para Danio rerio
realizados rotineiramente no laboratério de Ecotoxicologia
do NEEA/CRHEA/USP, que utilizaK Cr,O,, foi determinada
a primeira faixa de concentracéo testada para Cr com O.
niloticus. As concentragBes-teste (60, 90, 120, 150 e 180 mg/
L Cr) foram preparadas com agua de cultivo, a partir de so-
lugdes-estoque de K.,Cr,O,, com concentracdo de Cr 1 g/L em
agua destilada.

Com base em dados de CL _, reportados pela literatura
para outros peixes (Mazon et al., 2000; Carvalho, 2003;
Oliveira-Filho et al., 2004), foi escolhida a faixa de concen-
tracOes a ser testada (0,2; 0,4; 0,6; 0,8; e 1,0 mg/L de Cu).
As solucBes foram preparadas em meio de cultivo a partir de
uma sol ugéo-estoque de CuSO,.5H,,0, contendo 1 g Cu/L, pre-
parada em agua destilada.

Pistia stratiotes

Os individuos de P. stratiotes utilizados nos testes fo-
ram coletados manual mente na represa do Lobo. Ap6s a coleta,
as macrofitas foram mantidas em aquario, no laboratério de
Ecotoxicologia, com égua proveniente do mesmo local onde
foram coletadas as plantas. Foram mantidos individuos adultos,
gue apresentavam brotos, os quais foram retirados no dia da
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montagem dos testes. Todas as plantastiveram as folhas e raizes
lavadas para aretirada de lagartas e pulgdes. Antes da montagem
dos testes, todos os individuos tiveram as raizes cortadas e
a biometria determinada. A metodol ogia utilizada foi adap-
tada a partir das metodol ogias utilizadas em testes com Lemna
p. (USEPA, 1996): o teste seguiu 0 mesmo desenho dos testes
com Lemna sp., porém, como o ciclo de vida de P. stratiotes
€ maislongo, outros parametros de efeito, diferentes de nimero
de frondes e |etalidade, foram investigados, como 0 compri-
mento e nimero das raizes.

Osindividuos utilizados nos testes apresentavam 5-6 cm
de alturae entre 3 e 5 folhas. Os testes foram montados em
recipientes plasticos com 2 litros de capacidade, e em cada
recipiente foram adicionados 5 individuos em 1 litro de so-
lucdo. Os testes foram realizados em triplicata, com 3 con-
centracdes mais um controle para cada metal.

Foram avaliadas as seguintes caracteristicas apos 168
h de exposicdo: atura, didmetro, nimero de folhas e nime-
ro de raizes. A CE(l),, 168 h foi calculada atraves do méto-
do Trimmed Spearman-Karber (Hamilton et al., 1977). Foram
considerados como parémetros de efeito o nimero de folhas
find em comparacdo com o nimero defolhasinicid e o nimero
de raizes desenvolvidas durante o tempo de exposi¢ao, repor-
tando os efeitos como inibicdo em relacéo ao controle.

As concentrac@es de Cr utilizadas nos testes com P.
stratiotes foram baseadas em dados apresentados pela lite-
ratura (Kahkonen & Manninen, 1998; Vajpayee et al., 1999;
Gutiérrez et al., 2000) em testes com outras macréfitas, como
Lemna sp., Nelumbo nucifera e Elodea canadensis. As so-
lucBes foram preparadas a partir de agua coletada na repre-
sado Lobo, no mesmo local onde foram coletadas as macrdfitas.
As concentracdes-teste utilizadas em dois testes prelimina-
resforam 1, 5 e 10 mg/L de Cr, sendo que nenhum efeito foi
observado, comparando-se com o controle. Em seguida fo-
ram realizados 2 testes com concentrac@es iguais a 10, 50 e
100 mg/L Cr e um teste com concentracdes de 10, 20, 40, 60
e 80 mg/L Cr.

As solucdes de Cu foram preparadas a partir da agua
coletada na represa do L obo, mesmo local onde foram coletadas
as macrofitas. As concentracfes-teste utilizadas nos dois pri-
meiros testes foram 1, 5 e 10 mg/L, tendo ocorrido senescéncia
completa nas plantas expostas a concentracdo mais ata. Foram
realizados, entéo, 3 testes com concentragdes mais baixas, entre
0,1 e 1,0 mg/L, sendo em dois deles utilizadas 3 concentra-
¢des (0,1; 0,5; e 1,0 mg/L) e no ultimo 5 concentracdes (0,2;
0,4; 0,6; 0,8; € 1,0 mg/L Cu).

RESULTADOSE DISCUSSAO

Oreochromis niloticus

Os valores de CL , obtidos para Cr com os individuos
de O. niloticus variaram entre 107,2 e 164 mg/L. Apesar do
pequeno ndmero de réplicas entre os testes, os valoresde CL
determinados apresentaram valores de desvio-padréo e
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coeficiente de variagdo iguais a 27 mg/L e 20%, respectiva-
mente. Esses valores sdo relativamente altos, considerando-
se um desvio-padrao aceitavel de 20%.

A CL, média determinada neste trabalho para O. niloticus
€ um pouco superior as reportadas pela literatura para outros
peixes, como Pimephales sp., sugerindo a toleréncia dessa
espécie ao metal em questdo. Os valores de CL ., de dicromato
de potéssio para peixes variam bastante em funcdo das espécies
utilizadas (Tabela 1), sendo o Cr considerado pouco toxico
para peixes, ndo apresentando toxicidade aguda nas concen-
tracdes ambientais (Orme & Kegley, 2004). Apesar da apa-
rente baixa toxicidade do Cr, valores entre 0,28 e 0,33 mg/
L de dicromato de potassio sdo reportados como CL, para
O. niloticus, considerando a inibi¢do no crescimento como
efeito.

Osvalores de CL, de Cu obtidos com osindividuos de
O. niloticus variaram de 0,32 a 0,84 mg/L de Cu (Tabela 1).
O. niloticus apresentou sensibilidade muito maior ao Cu que
ao Cr, e comparando-se 0s valores determinados para O.
niloticus com os reportados para outros peixes, como
Prochilodus scrofa, Cichlasoma facetum e Pimephales sp.
(Tabela 2), essa espécie € bastante sensivel ao Cu, porém, O.
niloticus mostrou-se muito menos sensivel ao Cu que Danio
rerio, epécie normatizada para testes de toxicidade pdaABNT
(ABNT, 2003).

Pistia stratiotes

Dentre os parametros avaliados, o desenvolvimento de
folhas e raizes foram os melhores indicadores de efeito para
os contaminantes estudados. Assim, a CE,, 168 h foi calcu-
lada em funcéo desses parémetros, utilizando val ores referentes
a0 aumento no nimero de folhas, a0 nimero de raizes desen-
volvidas e ao comprimento médio dessas raizes no periodo
de exposicdo aos contaminantes.

Os valores médios de CE_, de Cr variaram entre 30,5
e 36,5 mg/L (Tabela 3). Esses valores séo um pouco maio-
res que os valores toxicos para P. stratiotes reportados por
Orme & Kegley (2004), variando de 1 a 20 mg/L, com base
em efeitos bioquimicos, histol 6gicos e mortalidade.

O desenvolvimento de raizes foi estimulado pela adi-
¢do de Cu naconcentracdo mais baixa de cadateste. Os valores
de CE,, variaram de 0,18 a 0,47 mg/L de Cu para o numero
de raizes e de 0,46 a 0,52 mg/L de Cu para o comprimento
meédio das raizes (Tabela4). Para o nimero de folhas, a CE,,
s6 pode ser calculada em um dos testes. P. stratiotes aparenta
ser mais sensivel que Lemna sp. ao Cu. Valores reportados
pelaliteraturade CE,, paraLemna minor, em testes de 5 dias,
sd0 da ordem de 2 mg/L (Orme & Kegley, 2004).

Entre os parametros utilizados nos calculos de CE,, 0
comprimento das raizesfoi 0 que gerou 0s menores valores para
desvio-padréo e coeficiente de variagdo. Os valores de CE,
calculados para cada um dos parémetros analisados néo apre-
sentaram diferencas significativas entre s (ANOVA, p < 0,05),
tanto para os testes com Cr quanto para os testes com Cu.



40 J. Braz. Soc. Ecotoxicol., v. 1, n. 1, 2006

Tabela 1 — Valores médios de CL ., de Cr e Cu para O. niloticus (n = 5 réplicas).

Cr (mg/L) Cu (mg/L)
CLs, 96 h (média) 1335 0,59
Faixa de sensibilidade (79,5-187,5) (0,21-0,96)
Desvio-padréo 27,0 0,19
Coeficiente de variagdo 20,2 32

Tabela 2 — Valores de CL, 96 h de Cu e Cr para diferentes espécies de peixes.

Masutti et al.

Espécies mg(;:/ll:soCr mg(;:/llzséu Referéncia
Daniorerio 0,083-0,152 Oliveira-Filho et al., 2004
Prochilodus scrofa 0,014-0,098 Carvaho, 2003
Cichlasoma facetum 20,7 1,4 Rossini & Ronco, 2001
Pimephales sp. 10-109 Rossini & Ronco, 2001
Pimephales sp. 0,1-84 Rossini & Ronco, 2001
Oreochromis niloticus 1335 0,59 Este trabalho

Tabela 3 — Valores de CE,; 168 h (mg/L Cr) para P. stratiotes (n = 5 réplicas).

NUmeroderaizes Numerodefolhas  Comprimento dasraizes

CE5, média 36,5 31,8 30,5
Faixa de sensibilidade (0-80,3) (14,5-49,1) (24-37,0)

Desvio-padréo 21,9 8,7 33

Coeficiente de variagdo 60,1 27,2 10,7

Tabela 4 — Valores de CE,; 168 h (mg/L Cu) para P. stratiotes (n = 5 réplicas).

NUmeroderaizes Numerodefolhas Comprimento dasraizes

CEs, média 0,37 0,42 0,50
Faixa de sensibilidade 0,043-0,69 * 0,43-0,56

Desvio-padréo 0,16 * 0,03

Coeficiente de variagdo 4417 * 6,47

*\/alores ndo calculados.



Sensibilidade a Cobre e Cromo por Oreochromis niloticus e Pistia stratiotes

De formageral, o nimero de raizes desenvolvidas e 0
comprimento dessas raizes apresentaram sensibilidade similar
nos testes realizados, enquanto o nimero de folhas parece ndo
ser um bom pardmetro de efeito.

As maiores dificuldades encontradas na realizacdo dos
testes de toxicidade com P. stratiotes foram a obtencdo de
nimero de individuos suficiente para a realizacdo de cada teste
gue apresentassem caracteristicas semel hantes, como nimero
de folhas e relacéo altura/diametro, e aisencao desses indi-
viduos de lagartas e pulgdes antes da utilizacdo nos testes.
Uma alternativa para eliminar esses efeitos seria o cultivo das
plantas em laboratério. Culturas axénicas de Pistia apresentam
individuos de menor tamanho, morfologia complexa repre-
sentativa, alta taxa de crescimento, facilidade de manipula-
¢a0 e habito de crescimento por clones, sendo em geral mais
uniformes que plantas néo axénicas, ndo apresentando alte-
racdes morfoldgicas e fisioldgicas mesmo apds muitas
subculturas (repicagens) (Tarlyn et al., 1998).

CONCLUSOES

Ambas as espécies estudadas foram mais sensiveis ao
Cu que ao Cr e apresentaram sensibilidade similar para Cu,
considerando-se os valores de CL . e CE, obtidos. Cromo foi
maistoxico para P. stratiotes que para O. niloticus, apresentando
efeitos sobre essa espécie de macrdfita em concentragBes muitos
menores que as determinadas como letais para os peixes.

Os resultados apontam que O. niloticus é uma espécie
adequada para a utilizagdo em testes de toxicidade, gpresentando
sensibilidade similar a outros peixes utilizados em testes de
toxicidade para Cr e Cu, como Pimephales sp., além de
apresentar a vantagem de se tratar de uma espécie amplamente
distribuida em reservatorios. Os testes realizados com P.
stratiotes foram bastante reprodutiveis, com pequena variabili-
dade entre os valores de CE_, obtidos. Considerando a
sensibilidade da espécie aos metais testados, maior que a
reportada para Lemna, e a possibilidade de cultivo em
[aboratdrio, gerando individuos mais homogéneos, P. stratitoes
também apresenta as caracteristicas necessarias para sua
utilizac8o em testes de toxicidade.
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